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摘要 : Fe-S 蛋白 (rieske iron-sulfur protein，RISP) 是 线粒体 复合 物 亚 的 关键 蛋 日 亚 基 之 一 , 在 呼吸 链 电 子 传递 中 起 
着 重要 作用 。 本 文 利用 RT-PCR 技术 和 RACE 方法 获得 了 和 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura( Fab. ) 线 粒 体 复 合 物 亚 RISP 
基因 ,该 基因 序列 全 长 4 413 bp, 含有 3 个 内 合子 ; 开放 阅读 框 长 816 bp, 编码 271 个 氨基 酸 。 经 氨基 酸 序 列 比 
对 , 与 鳞 翅 目 家 和 克 Bombyx mor 和 小 沫 蛾 Plutella xylostella 的 Fe-S 蛋白 一 致 性 较 高 , 分 别 为 83% 和 79% , 与 其 他 目 
昆虫 的 RISP 一 致 性 较 低 。qRT-PCR 分 析 结 果 表 明 ，SLitRISP 基因 在 斜纹 夜 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 表达 水 平 存 在 显著 
差异 ,， 即 幼虫 期 和 成 虫 期 的 表达 量 显著 高 于 卵 期 和 晴 期 ， 其 中 幼虫 期 又 以 第 4 和 5 龄 幼 忠 表达 水 平 显 著 高 于 初 胰 
幼虫 以 及 第 1, 2, 3 和 6 龄 幼虫 。 斜 纹 夜 娥 SitRISP 基因 的 克隆 成 功 为 今后 对 其 功能 研究 以 及 作为 靶 标 设计 新 型 
高 效 杀 忠 剂 提供 了 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and developmental expression profiling of the 
rieske iron-sulfur protein of mitochondrial complex I[ from the common 


cutworm, Spodoptera litura (Fab. ) (Lepidoptera : Noctuidae) 

CHEN Yong, GONG Liang, ZUO Hong-Liang, ZHONG Guo-Hua™ (Laboratory of Insect Toxicology, 
South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China) 

Abstract: Rieske iron-sulfur protein ( RISP) is one of key subunits in mitochondria complex [LH that 
plays an important role in respiratory electron-transport chain. The full-length Spodoptera litura RISP 
cDNA (SliiRISP) of 4 413 bp was cloned and characterized by RT-PCR and RACE technique, which 
contains three introns. The open reading frame (ORF) of SlitRISP is 816 bp encoding 271 amino acid 
residues. The sequence analysis indicated that SlitRISP shares overall 83% and 79% amino acid 
sequence identity to the RISP sequences from Bombyx mori and Plutella xylostella, respectively. The 
qRT-PCR result revealed that the expression level of SLitRISP was significantly different in different stages 
of S$. litura, which in larval and adult stages was significantly higher than that in egg and pupal stages, 
while the expression levels in 4th and Sth instars were clearly higher than that in the early instars and 6th 
instar. This study provides a foundation for understanding the SLtRISP function and its application as a 
new target for respiratory electron transport blocking agent in designing new and efficient insecticides. 
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斜纹 夜 峨 Spodoptera litura ( Fab. ) 是 一 种 世界 。 al., 2010) 。 目 前 ,防治 斜纹 夜 蛾 主要 依赖 化 学 药 
性 分 布 的 重要 农业 害虫 , 食性 广 , 繁殖 力 强 , 发 生 。 剂 。 由 于 不 合理 使 用 化 学 杀 虫 剂 , 在 实践 中 往往 会 
为 害 严重 ( Ahmad et al., 2008) 。 近 年 来 ,斜纹 夜 蛾 。 ”造成 农产品 农药 残留 超标 、 农 田 生态 环境 污染 压力 
已 成 为 各 种 农作物 上 的 常 发 性 害 忠 ,其 中 在 我 国 长 。“ 增 大 以 及 害虫 抗 药性 发 展 迅速 等 严重 问题 ( Ahmad ， 
江 流域 的 棉花 和 蔬菜 上 可 发 生 4 ~6 代 /年 (Tu et ”2009)。 因 此 , 追 切 需要 寻找 斜纹 夜 蛾 防治 新 方法 
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和 新 药剂 。 

Fe-S 和 蛋白 (rieske iron sulfur protein，RISP ) 是 生 
物体 呼吸 链 中 重要 的 电子 传递 载体 , 与 细胞 色素 b 
(b562 和 b566)、 细 胞 色素 cl 共同 组 成 辅酶 Q- 细 胞 
色素 ec 还 原 酶 (ubiquinol-cytochrome c reductase， 
UQCRFS1) 。UQCRFS1 位 于 线粒体 膜 内 上 , 是 细胞 
色 系 复合 物 ( 呼 吸 链 复合 物 焉 ) 的 关键 亚 基 。RISP 
在 其 中 的 功能 是 将 还 原型 辅酶 Q 上 的 电子 传递 到 
细胞 色素 cl, 并 将 一 个 质子 释放 到 膜 间 际 ， 由 此 产 
生 膜 电位 形成 ATP( Ohashi et al., 2004; Zhu et al.， 
2007; Rajagukguk et al.，2007 ) 。 近 年 来 国内 外 对 
RISP 的 重 晶 亚 基 组 成 、 功 能 机 理 的 研究 报道 较 多 ， 
如 发 现 线粒体 RISP 非 翻译 区 修饰 后 可 影响 小 鼠 黑 
色素 沉积 (Carcia et al., 2008) ，RISP 发 挥 生物 功能 
时 往往 需要 载 脂 重 日 的 辅助 (Cubernator et al.， 
2006) , 氧 键 在 RISP 启动 氧化 还 原 电位 时 起 到 极为 
重要 的 作用 (Kolling et al.，2007 ) ，RISP 诱导 线 粒 
体 膜 电位 传导 后 将 产生 去 磅 酸化 作用 (He and 
Lemasters ，2005 ) 。 如 果 RISP 重 昌 功能 不 能 正 篆 发 
挥 , 将 直接 影响 呼吸 作用 ,降低 生物 体内 ATP 水 
平 , 进而 影响 目标 害虫 活动 和 发 育 。 因 此 , 深入 人 研 
究 RISP 基因 及 其 编码 重 日 分 子 结构 ,对 于 设计 新 
型 呼吸 链 抑 制剂 具有 重要 意义 。 近 年 来 昆虫 RISP 
的 分 子 研究 引起 了 关注 , 包括 黑 腹 有 果 晶 Drosophila 
melanogaster、 风 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae、 赤 拟 
谷 盗 Tribolium castaneum、 家 人 春 Bombyx mori 等 多 种 
已 有 全 基因 组 序列 的 昆虫 的 RISP 基因 结构 得 到 了 
鉴定 ， 同时 也 初步 鉴定 蓝 绿叶 暗 Graphocephala 
atropunctata、 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( Gong et al.，, 
2011) 等 少数 几 种 重要 农业 害虫 的 RISP 基因 结构 ， 
然而 , 农业 昆虫 RISP 的 分 子 结构 报道 很 少 , 许多 
相关 问题 仍 有 待 深 入 人 研究。 本 文通 过 RT-PCR 技术 
克隆 获得 了 斜纹 夜 蛾 线粒体 复合 物 耳 RISP 基因 全 
长 序列 , 并 采用 实时 灾 光 定量 PCR( qRT-PCR ) 技 术 
分 析 了 该 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 水 平 差异 , 旨 
在 为 深入 了 解 RISP 的 作用 机 制 以 及 今后 研制 新 型 
呼吸 链 抑制 剂 提供 分 子 基 础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 与 主要 试剂 

1.1.1 试 虫 : 斜纹 夜 蛾 为 本 实验 室 人 工人 饲料 饲养 ， 
饲养 条 件 为 26 +1C, RH 70% ~80% , 光 周 期 16L: 
8D。 在 斜纹 夜 蛾 卵 期 , 初 孵 幼 虫 , 1, 2, 3, 4,5 和 


6 龄 幼虫 , 0, 24, 48, 72, 96 和 120 h 肾 以 及 成 虫 
期 共 15 个 发 育 阶 段 分 别 取 样 ， 置 于 -80C 中 保存 
备用 。 
1.1.2 试剂 : 总 RNA 提取 试剂 盒 购 于 Cenebase 公 
司 , 大 肠 杆 菌 Kscherichia coli DH Saw、 琢 脂 糖 凝 胶 
DNA 回收 试剂 盒 和 DNA 提取 试剂 盒 等 为 Tiangen 
公司 产品 ，Gene Racer ”Kit 试剂 盒 购 自 Invitrogen 
公司 , pMD20-T 载体 、AMYV 反 转 录 酶 、Taq DNA 聚 
合 酶 和 DL2000 DNA Marker 等 均 购 目 TaKaRa 公 
司 , 定量 PCR 试剂 盒 购 目 Transgen 公司 ,所 用 引物 
由 上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公 司 合成 。 
1.2 总 RNA 的 抽 提 与 cDNA 第 一 链 的 合成 

按照 试剂 使 用 说 明 , 按 1.1.1 所 述 取 斜纹 夜 蛾 
不 同 发 育 阶段 的 样品 用 液 氮 研磨 后 , 采用 Trizol 法 
提取 总 RNA, 用 50 pL DEPC 处 理 的 超 纯 水 溶解 。 
然后 分 别 取 2 kL 总 RNA 为 模板 , 以 Oligo (dT) 18 
为 引物 反 转 录 合 成 cDNA 第 一 链 。 
1.3 引物 设计 与 合成 

根据 NCBI( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/ ) 登 
录 的 黑 腹 果 晶 D，melanogaster( GenBank 登录 号 NM 
_164426 ) 、 家 大 有 7，mmor (CenBank 登录 号 ， NM _ 
001113267 )、 小 菜 蛾 P，xylostella( GenBank 登录 号 : 
EU815629 ) 、 埃 及 伊 蚊 Aedes aegypti( GenBank 登录 
号 : XM_001657120 ) 的 RISP 基因 序列 , 设计 简 并 引 
物 RISP-1 和 RISP-2( 表 1) ,由 英 滩 捷 基 (上 海 ) 贸 
多 有 限 公 司 合成 。 
1.4 ”SlitRISP 基因 片段 的 RT-PCR 扩 增 

以 合成 的 斜纹 夜 蛾 6 龄 幼虫 cDNA 第 一 链 为 模 
板 , 利用 人 简 并 引物 RISP-1 和 RISP-2 进行 PCR 扩 
增 。PCR 反应 条 件 为 : 94% 3 min; 94%C 30 s, 53%C 
1 min, 72%C 1 min, 35 个 循环 ; 72Y% 10 min。 

利用 1% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 对 上 述 PCR 产物 进行 
分 析 , 用 DNA 琢 脂 糖 纯化 回收 试剂 盒 纯 化 目的 片 
段 。 将 纯化 产物 连接 至 pMD20-T 质粒 载体 
(TaKaRa 公司 ), 然后 转化 到 感受 态 大 肠 杆菌 
DH5a 中 。 经 蓝 日 斑 和 氧 证 第 选 , 挑 取 日 王 扩 大 培 
养 ; 经 菌落 PCR 检测 为 阳性 后 , 送 英 潍 捷 基 ( 上 上海) 
贸易 有 限 公 司 测序 。 
1.S SlitRISP 基因 末端 序列 的 RACE 扩 增 

根据 上 述 克 隆 获 得 的 RISP 片段 序列 , 设计 合 
成 2 条 特异 性 引物 RISP-3 和 RISP-5( 表 1), 分 别 用 
于 斜纹 夜 蛾 RISP 基因 的 3 RACE 和 5’RACE 扩 增 。 
3’RACE 以 特异 性 引物 RISP-3 和 0Oligo(dT)， 组 合 
进行 PCR 扩 增 。 反 应 程序 为 : 94Y 预 变 性 4 min; 
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然后 94% 变性 30 s, 53C 退火 30 s,，72% 延伸 
1 min, 共 35 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 10 min。5" 
RACE 反应 按照 5’ RACE System for Rapid 
Amplification of cDNA Ends( Version 2.0) ( Invitrogen 


54 卷 


公司 ) 说 明 书 进行 。PCR 反应 参数 为 : 94Y 预 变 性 
3 min; 然后 94% 变性 30 s, $S3% 退火 30 s, 72% 延 
伸 1 min, 共 35 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 10 min。 


表 1 实验 所 用 引物 


Table 1 Primers used in the experiment 


引物 Primers 
简 并 引物 Degenerate primers 


3 RACE 特异 引物 3’ RACE specific primer 
5' RACE 特异 引物 5' RACE specific primer 
基因 组 DNA 扩 增 引物 Specific primers of genomic DNA 


荧光 定量 PCR 引物 Specific primers of qRT-PCR 


内 人 参 引 物 Specific primers of reference gene 


1.6 序列 分 析 与 分 子 进化 树 的 构建 

序列 分 析 工 作 由 Lasergene 软件 完成 , 同 源 相 
似 性 在 NCBI 网 站 上 进行 Blast， 多 序列 比 对 采用 
Multalin version 5. 4. 1 (http://multalin. toulouse. 
inra. 人 fr/multalin/multalin. html ) 软件 进行 分 析 , 分 子 
进化 树 由 PHYLIP 软件 构建 获得 , 采用 邻 位 相连 的 
方法 和 1 000 次 重复 分 析 。 
1.7 SlitRISP 基因 的 克隆 与 测序 

根据 RACE 扩 增 获得 的 5' 和 3' 端 序列 设计 一 
对 特异 性 引物 RISP-F 和 RISP-R( 表 1) 分 别 以 和 斜 
纹 夜 蛾 6 龄 幼虫 总 RNA 反 转 录 后 的 cDNA 和 基因 
组 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 获得 完整 的 SLizRISP 
基因 ORF 序列 与 内 含 子 序 列 。PCR 反应 条 件 为 ; 
94C 3 min; 94C 1 min, 60°C 1 min, 72°C 2 min, 
35 个 循环 ; 最 后 72C 延伸 10 min。 
1.8 SLitRISP 基因 表达 时 相 的 qRT-PCR 分 析 

采用 比较 Ci 值 法 的 相对 定量 法 (Livak and 
Schmittgen ,2001 ) ， 分 析 SLiiRISP 基因 在 和 斜纹 夜 蛾 
不 同 发 育 阶段 的 相对 表达 量 。PCR 反应 在 ABIP 
rism 7000 (美国 应 用 生物 系统 公司 ) 中 进行 。PCR 
反应 体系 25 pL: 灭 菌 超 纯 水 10.5 pL, SYBR Green 
Realtime PCR Master Mix 12.5 pL; 10 pmolL 的 上 、 
下 游 引 物 各 0. 5 pL; cDNA 模板 1 pL。PCR 条 件 
为 : 95%C 3 min; 95%C 30 s, 退火 30 s, 72%C 45s 共 
40 个 循环 。 以 持家 基因 actin 为 参照 基因 。 用 ABI 
Prism 7000 SDS 1.1 软件 进行 数据 记录 分 析 , 产生 熔 


序列 Sequences (5 -37) 
RISP-1: GACTTCTCGGCDTACCGYCG 
RISP2:， CCRTGGCAGGGRCACGTARTA 
RISP-3: ACTTCGGTGGCTACTACTGC 

RISP-5: GCCAAAGCCAAGACATCG 
RISP-F: ATCACTTCGGTCACAAGGGCTGC 
RISP-R: TTAACCTACGACTAACAGGCTC 

RISP-dF， CTCCCGATGCTCTTCGCTTT 

RISP-dR: CTCGTTTGGGGTTCTGCTGCG 
A-F: GCCAACAGGGAGAAGATG 
A-R: CGGTCGTCGTCAAAGAGTA 


解 曲线 , 其 中 国 值 线 由 软件 自动 设 定 。 每 个 样品 至 
少 重复 3 次 。 用 灭 菌 超 纯 水 代替 DNA 模板 作为 空 
日 对 照 。 采 用 邓肯 氏 新 复 极 差 检验 法 (DMRT 法 ) 
比较 各 阶段 相对 表达 量 的 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 和 斜纹 夜 蛾 SlitRISP 基因 cDNA 全 长 的 克隆 及 
序列 分 析 

以 矢 纹 夜 蛾 6 龄 幼虫 的 的 cDNA 为 模板 ， 以 
RISP-1 和 RISP-2 为 上 下 游 引 物 对 斜纹 夜 蛾 RISP 基 
因 进 行 PCR 扩 增 , 回收 纯化 后 , 与 pMD20-T 载体 
连接 , 构建 重组 质粒 , 挑 取 转 化 大 肠 杆 菌 DH5a 后 
的 日 色 菌 落 , 进行 培养 , PCR 鉴定 得 到 1 条 461 bp 
的 中 间 片 段 。 据 此 设计 特异 性 引物 ， 进行 3'RACE 
扩 增 , 得 到 一 条 252 bp 的 下 游 序 列 。 根 据 3'RACE 
获得 的 片段 , 设计 特异 性 引物 RISP-5， 进行 5" 
RACE 扩 增 , 得 到 一 条 547 bp 的 上 游 序 列 。 在 此 片 
段 中 有 起 始 密 码 子 ATG, 并 且 在 起 始 密码 子 前 还 有 
一 段 长 为 107 bp 的 非 编 码 区 序列 , 序列 分 析 证 实 得 
到 5' 端 完整 序列 。 根 据 得 到 的 3 个 斜纹 夜 蛾 RISP 
的 cDNA 上 请 段 , 将 序列 中 的 重复 区 域 去 除 ， 拼接 得 
到 笠 纹 夜 娥 RISP 的 完整 序列 , 该 序列 全 长 1 038 
bp, 其 中 编码 区 序列 长 为 816 bp, 共 编 码 271 个 所 
基 酸 ,命名 为 SlitRISP( 图 1)，GenBank 登录 号 
HQ599193, 预测 生日 分 子 量 为 29. 19 kD , 等 电 点 为 
9.02。 
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和 斜纹 夜 蛾 SLizRISP cDNA 的 核 苷 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 


cDNA nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of SitRISP in Spodoptera litura 
保守 的 转折 区 域 (neck regions) 由 黑色 阴影 标示 ; N- 未 端 跨 膜 区 域 由 下 划 线 标示 。 推 测 的 2Fe-2S 结合 氨基 酸 位 于 214 和 233 位 的 半 胱 氨 酸 及 
216 和 236 位 的 组 氨 酸 ， 由 方 框图 示 。The neck regions are showed as black background; membrane-spanning N-terminal domain of bovine RISP is 


indicated by underline; and the putative ligands for the 2Fe-2S cluster are indicated by frame. 


2.2 SlitRISP 与 其 他 昆虫 RISP 的 序列 比 对 及 进 


化 树 分 析 


比较 分 析 了 笠 纹 夜 蛾 SlitRISP 及 黑 腹 有 果 蝇 也 
melanogaster、 家 看 B. 


castaneum、 埃 及 贷 蚊 4. 


mort、 


杰 拟 合 盗 工 


aegyptt、 小 淋 蛾 PP. 
xylostella、 致 倦 库 蚊 Culex quinguefasciatus 和 东亚 飞 


晶 Locusta mieratoria manilensis 等 8 种 昆虫 的 RISP 
须 基 酸 序 列 , 结果 显示 它们 之 间 具 有 较 高 的 同 源 性 
(图 2)，SLtRISP 与 同 为 鳞 翅 目的 家 看 的 RISP 的 氨 
基 酸 序列 一 致 性 最 高 , 达 83% ; 与 小 亲 蛾 RISP 的 
一 致 性 为 79% , 而 与 其 他 目 昆 忠 RISP 的 一 致 性 较 
低 。 将 斜纹 夜 蛾 SlitRISP 氨基 酸 序 列 与 部 分 已 知 的 
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图 2 SLtRISP 与 其 他 已 知 昆虫 RISP 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 2 ”Amino acid sequence alignment of the SiltRISP with known RISP of ther insects 


54 卷 


Bmor: 家 看 Bombyx mori; Slit: 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura; Pxyl: 小 菜 蛾 Plutella xylostella; Cqui: 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus; Aaeg: 埃及 全 
蚊 4edes aegypti; Lmig: 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria manilensis; Tcas: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum; Dmel: 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster. 


— Bmor 其 他 生物 RISP 基因 氨基 酸 序 列 比 对 后 构建 进化 树 ， 
or py 结果 表明 , 昆虫 RISP 具有 较 高 的 同 源 性 ，SlitRISP 
但 eas 和 家 乔 的 RISP 之 间 同 源 性 较 SlitRISP 和 小 菜 蛾 的 
Oi RISP 之 间 的 同 源 性 高 , 这 与 它们 在 分 类 地 位 上 的 
= eg 亲缘 关系 远近 是 一 致 的 , 但 昆虫 RISP 与 脊 索 动 物 
100 Dyak 之 间 同 源 性 低 , 这 也 符合 它们 在 分 类 地 位 上 相隔 较 
100 Bl 远 的 规律 。 

pe wg 2.3 ”SLitRISP 基因 组 DNA 的 克隆 及 分 析 
100 一 a 以 斜纹 夜 蛾 6 龄 幼虫 基因 组 DNA 为 模板 , 进 
Spur 行 PCR 扩 增 , 通过 测序 结果 表明 ，SlizRISP 基因 组 
0.1 DNA 大 小 为 4 413 bp, 含有 3 个 内 合子 , 依次 起 始 
图 3 ”斜纹 夜 蛾 与 其 他 物种 基于 RISP 同 源 基因 编码 于 编码 区 第 206, 349 和 527 个 碱 基 之 后 ， 分 别 为 
氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 95, 949 和 2 552 bp( 图 4), 其 中 第 一 个 内 含 子 为 


Fig. 3 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of 
RISP from Spodoptera litura and other organisms 

Bmor: 家 看 Bombyx mori; Slit: 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura; Pxyl: 小 菜 
蛾 Plutella xylostella; Cqui: 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus; Aaeg: 埃 
及 伊 蚊 4edes aegypti; Lmig: 东亚 飞 蝗 Locusia migratoria manilensis; 
Tcas: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum; Dmel: 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster; Gatr: 蓝 绿叶 蝉 Graphocephala atropunctata; Dyak: 果 蝇 
Drosophila yakuba; Ptro: 黑猩猩 Pan troglodytes; Eful: 褐 美 狐 猴 
Eulemur fulvus; Oana: 鸭 嘴 兽 Omithorhynchus anatinus; Omor: 胡瓜 
鱼 Osmerus mordax; Ssal: 大 西洋 角 Salmo salar; Omyk: 虹 鳞 
Oncorhynchus mykiss; Spur: 紫 海 胆 Sirongylocentrotus purpuratus. 


TA-GT, 不 符合 GT-AG 原则 , 但 第 二 和 第 三 个 内 含 
子 符合 GT-AG 原则 。 这 些 信 息 为 探讨 斜纹 夜 蛾 
RISP 进化 和 调控 提供 了 基因 组 结构 信息 。 
2.4 ”SlitRISP 不 同 发 育 阶段 的 qRT-PCR 分 析 
采用 比较 C1 值 的 相对 定量 法 , 检测 了 SlitRISP 
在 斜纹 夜 蛾 卵 到 成 虫 共 15 个 不 同 发 育 阶段 的 相对 
表达 量 。 结 果 表 明 ( 图 5)，SlizRISP 在 冬 纹 夜 蛾 不 
同 发 育 阶段 均 有 表达 , 这 与 虫 体 发 育 各 阶段 均 需 要 
呼吸 作用 的 生理 规律 相 一 致 ,但 表达 量 存在 显著 差 


7 期 陈 ， 永 等 : 斜纹 夜 蛾 线粒体 复合 物 焉 Fe-S 蛋白 基因 克隆 、 序 列 分 析 及 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 特征 767 


异 , 以 卵 期 表达 量 为 相对 标准 ,各 虫 态 表 达 量 的 大 
小 大 致 是 : 4 龄 幼虫 、5 龄 幼虫 和 成 虫 > 初 及 幼虫 ， 
1, 2, 3 和 6 龄 幼虫 和 卵 > 肾 , 其 中 幼虫 4 龄 期 表达 
量 最 大 , 是 卵 期 的 5 倍 , 是 120 h 肾 期 的 267 倍 , 不 


一 全 


同 幼 虫 期 SLitRISP 的 表达 量 也 存在 一 定 差异 ,如 4 
龄 是 1,2 和 3 龄 的 2 倍 , 是 6 龄 的 3 倍 。 这 些 结果 
预示 RISP 基因 的 表达 可 能 具有 功能 适应 性 特征 。 


二 一 一 
300bp 


图 4 冬 纹 夜 峨 SLitRISP 基因 结构 示意 图 
Fig. 4 Structural representation of SLitRISP from Spodoptera litura 
5' 和 3' 非 翻译 区 由 线 表示 ; 黑色 区 域 为 外 显 子 ; 白色 区 域 为 内 含 子 ; 箭头 表示 为 引物 结合 区 域 。5' and 3”′untranslated regions are showed as 


line; the black areas mean exons; white areas mean introns; primer binding regions are showed as arrow. 
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发 育 时 期 
Developmental stage 
图 5 不 同 发 育 阶段 斜纹 夜 蛾 SLiiRISP 的 相对 表达 量 
Fig. 3 Relative expression level of SLitRISP in different developmental stage of Spodoptera litura 

1: 卵 Egg; 2: 初 旷 幼 虫 Newly hatched larva; 3: 1 龄 幼虫 1st instar larva; 4: 2 龄 幼虫 2nd instar larvas; 5: 3 龄 幼虫 3rd instar larva; 6: 4 龄 幼虫 
4th instar larva; 7: 9 龄 幼虫 Sth instar larva; 8: 6 龄 幼虫 6th instar larva; 9: 0h 贤 Initial pupa; 10: 24h 肾 24 h pupa; 11:48h 师 48 h pupa; 12: 
72 h 肾 72 hpupa; 13: 96h 肾 96 hpupa; 14: 120h 肾 120 h pupa; 15: 成 虫 Adult. 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 不 同 发 育 阶段 的 基因 表达 量 存在 显 
著 差 异 (P <0.05)( 邓 肯 氏 新 复 极 差 检 验 )。Different lowercase letters above bars indicate significant difference between different developmental stages 
in the expression level of SlitRISP at the 0.05 level (Duncan’ s multiple range test ) . 


et al., 2010), 这 在 昆 虫 抗 药 性 日 益 突出 的 背景 下 
更 加 引 人 有 瞩目 。 但 此 类 药剂 目前 种 类 较 少 , 可 供 参 
考 的 靶 标 和 蛋 日 种 类 较 少 也 许 是 原因 之 一 ,， 发掘 新 型 


3 结论 与 讨论 


昆虫 呼吸 链 抑制 剂 是 一 类 特殊 的 高 效 杀 虫 剂 ， 
是 新 农药 创制 的 重要 领域 , 其 主要 作用 机 制 是 特定 
的 抑制 剂 可 阻 断 呼吸 链 中 电子 的 转移 从 而 切断 生物 
体 正 党 的 呼吸 氧化 作用 。 鱼 藤 酮 即 是 其 中 的 典型 代 
表 , 其 作用 靶 标 是 线粒体 复合 物 [ (Navarro ei al.， 
2010 ; Vehovszky et al., 2010 ) 。 特 殊 的 作用 机 制 使 
鱼 滕 酮 不 仅 对 多 达 800 种 以 上 的 昆虫 具有 很 好 的 活 
性 , 而 且 多 年 使 用 均 未 见 害 虫 产生 明显 抗 药性 ( Lao 


此 类 作用 靶 标 将 为 创制 高 效 药 剂 创造 条 件 。 

本 文通 过 RT-PCR 和 RACE 技术 , 成 功 克 隆 获 
得 斜纹 夜 蛾 辅酶 Q- 细 胞 色素 e 还 原 酶 Fe-S 生日 亚 
基 基 因 SLizRISP 的 全 长 , 并 研究 了 SIizR1SP 基因 及 
其 编码 重 昌 的 基本 结构 特征 和 表达 特点 ,为 今后 进 
一 步 研究 其 生理 功能 , 人 沪 选 高 效 干扰 剂 ,进而 设计 
新 型 呼吸 链 抑 制剂 提供 了 有 益 的 参考 信息 。 此 前 在 
呼吸 链 中 寻找 作用 靶 标 时 , 更 多 的 是 关注 呼吸 链 复 
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合 物 1 上 的 潜在 靶 标 , 而 本 文 研究 的 RISP 是 呼吸 
链 复 合 物 亚 中 的 关键 亚 基 有 蛋白 ,如 果 能 够 得 选 获得 
特定 的 化 合 物 , 干扰 该 蛋白 的 生理 功能 , 将 有 可 能 
找到 一 条 有 别 于 鱼 芯 酮 作用 的 新 途径 , 来 显著 降低 
昆虫 能 量 的 供应 。 我 们 通过 多 序列 比 对 发 现 ，RISP 
基因 在 昆虫 中 具有 和 较 高 的 保守 性 , 但 昆虫 RISP 基 
因 与 奉 索 动物 之 间 差 异 较 大 (图 2, 3), 这 说 明 今 后 
燃 选 得 到 的 以 RISP 和 蛋白 为 作用 靶 标 的 化 合 物 , 将 
可 能 对 昆虫 高 效 , 对 哺乳 动物 安全 ,这 正 符合 今后 
研究 开发 高 效 安全 农药 的 基本 要 求 。 

目前 RISP 的 基因 结构 研究 资料 很 少 , 不 易 比 
较 不 同 昆 虫 间 RISP 的 共同 点 与 差异 。 本 文 获得 的 
SLitRISP 序列 全 长 4413 bp, 含有 3 个 内 含 子 ; 开放 
阅读 框 长 816 bp, 编码 271 个 氨基 酸 , 与 Cong 等 
(2011 ) 对 小 某 蛾 RISP 基因 (CenBank 登录 号 : 
EU815629 ) 的 研究 结果 比较 可 知 , 小菜 蛾 RISP 基 
因 全 长 仅 1 129 bp, 远 小 于 SlitRISP 全 长 , 主要 原 
因 是 SLitRISP 包括 了 3 个 共 长 3 596 bp 的 内 含 子 ， 
但 小 菜 蛾 RISP 基因 的 ORF 长 819 bp, 编码 273 个 
氨基 酸 ， 几乎 与 SliiRISP 一 致 , 这 是 否 预示 着 昆虫 
RISP 的 功能 保守 性 较 强 , 有 待 于 今后 研究 证 实 。 

本 文 运用 qRT-PCR 研究 了 SlitRISP 在 斜纹 夜 
蛾 不 同 发 育 阶 段 的 表达 特征 ,结果 表明 ，SlitRISP 
在 斜纹 夜 蛾 各 个 发 育 阶 段 都 有 表达 , 但 在 晴 期 的 表 
达 量 显著 低 于 幼虫 和 成 虫 阶段 , 4 龄 幼虫 期 表达 量 
最 高 , 是 120 h 晴 期 最 低 表 达 量 的 267 售 ( 图 5)。 
这 些 结果 反映 了 RISP 基因 的 功能 适应 性 表达 。 昆 
虫 在 卵 期 和 晴 期 处 于 静止 不 运动 的 状态 ,其 体内 消 
耗 的 ATP 应 该 较 少 , 而 RISP 是 与 线粒体 的 电子 传 
递 和 ATP 的 形成 相 联系 在 一 起 的 (Rajagukguk et al.， 
2007) , 所 以 该 基因 在 昆虫 处 于 相对 活动 量 较 小 的 
阶段 (如 卵 或 肾 期 ) 的 表达 量 较 低 。 和 斜纹 夜 蛾 4 龄 
幼虫 处 于 新 陈 代 谢 高 峰 期 ， 进 入 骏 食 期 ， 取 食量 接 
近 最 大 , 而 6 龄 时 即将 化 晴 , 活动 减少 , 耗 氧 量 减 
少 , 所 以 其 体内 所 需要 的 ATP 会 减少 , 在 本 实验 中 
则 具体 表现 为 SLitRISP 表达 量 显著 降低 。 这 或 许 对 
于 将 来 指导 RISP 抑制 剂 科学 使 用 具有 一 定 的 参考 
价值 。 
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